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^= (54) Title: DEVICE AND METHOD FOR MAKING ELECTRICAL CONTACT WITH BIOLOGICAL CELLS SUSPENDED IN 
^= A FLUID 



^= (54) Bezeichnung: VORRICHTUNG UND VERFAHREN ZUM ELEKTRISCHEN KONTAKTIEREN VON IN FINER FLUS- 
^= SIGKEIT IN SUSPENSION BEFTNDLICHEN BIOLOGISCHEN ZELLEN 




(57) Abstract: The invention relates to a device for making electrical contact with biological cells (11), suspended in a fluid (14), 
comprising a substrate with at least one opening and a means of immobilising a cell (11) on the opening- Furthermore, an electrode 
1^ for making electrical contact with the immobilised cell (1 1) is provided. A contact unit with a contact point (23) is arranged at the 
<^ opening, the upper end of which extends into the opening, such that the said end contacts the cell membrane of an immobilised 
fTj cell (11). The contact point (23) comprises a contact channel opening at the upper end thereof, by means of which a hydrodynamic 
vacuum may be played on the cell membrane and the electrode is in electrical contact with the contact channel. The invention further 
relates to a method for making electrical contact with biological cells suspended in a fluid, whereby a cell is immobilised above an 
opening in a substrate and the cell contacted by at least one electrode. In order to make contact with the immobilised cell (11), a 

O contact point (23), extending through the opening, produces a hydrodynamic vacuum on the cell membrane of the cell (11), whereby 
the electrode makes electrical contact with the cell (11) by means of the contact point (23). 

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite] 
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Veroffentlicht: 

— ohne international en Recherchenbericht und erneut zu 
veroffentlichen nach Erhalt des Berichts 



Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(57) Zusammenfassung: Eine Vorrichtung zum elektrischen Kontaktieren von in einer Flussigkeit (14) in Suspension betlndlichen 
biologischen Zellen (11) weist ein zumindest eine Offnung aufweisendes Substrat sowie Mittel zum Immobilisieren einer Zelle (11) 
auf der Offnung auf. Ferner ist eine Elektrode fur die elektrische Kontaktierung der immobilisierten Zelle (11) vorgesehen. An die 
Offiiung wird eine Kontakteinheit mit einer Kontaktspitze (23) angeordnet, deren oberes Ende so in die Offnung hineinragt, dass sie 
mit einer Zellmembran einer immobilisierten Zelle (11) in Anlage gelangt, wobei die Kontaktspitze (23) einen an ihrem oberen Ende 
miindenden Kontaktkanal aufweist, uber den auf die Zellmembran ein hydrodynamischer Unterdruck ausiibbar ist, und die Elektrode 
elektrisch mit dem Kontaktkanal in Verbindung steht. Bei einem Verfahren zum elektrischen Kontaktieren von in einer Flussigkeit 
in Suspension betlndlichen biologischen Zellen wird eine Zelle oberhalb einer in einem Substrat vorgesehen Offnung immobilisiert 
und die immobilisierte Zelle iiber mindestens eine Elektrode kontaktiert. Zum Kontaktieren der immobiliserten Zelle wird durch 
eine in die Offnung ragende Kontaktspitze (23) hindurch auf eine Zellmembran der Zelle (11) ein hydrodynamischer Unterdruck 
erzeugt, wobei die Elektrode durch die Kontaktspitze (23) hindurch mit der Zelle (11) elektrisch in Kontakt steht. 
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Vorrichtung und Verfahren zum elektrischen Kontaktieren von in 
einer Flussiakeit in Suspension bef indlichen bioloaischen 

Zellen 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum. elek- 
trischen Kontaktieren von in einer Fllissigkeit in Suspension 
befindlichen biologischen Zellen, mit einem zumindest eine Off- 
nung aufweisenden Substrat, mit Mitteln zum Immobilisieren ei- 
ner Zelle auf der Offnung, vorzugsweise einem in die Offnung 
ragenden Einsaugkanal, iiber den an der Offnung ein hydrodynami- 
scher Unterdruck zum Immobilisieren einer Zelle auf der Offnung 
erzeugbar ist, und zumindest einer Elektrode fiir die elektri- 
sche Kontaktierung der immobilisierten Zelle. 
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Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zum elektrischen 
Kontaktieren von in einer Flussigkeit in Suspension befindli- 
Chen biologischen Zelle, mit den Schritten: 

- Immobilisieren einer Zelle oberhalb einer in einem 
Substrat vorgesehenen Offnung, vorzugsweise durch Erzeugen 
eines hydrodynamischen Unterdruckes ^ und 

Kontaktieren der immobilisierten Zelle uber zumindest eine 
Elektrode . 

Eine Vorrichtung sowie ein Verfahren der vorstehend genannten 
Art sind aus der DE 197 12 309 Al bekannt. 

Die bekannte Vorrichtung umfaBt eine Mikroelektrodenanordnung^ 
bei der die Zellen in Mikrokiivetten eingefangen werden, an de- 
ren Boden sich eine Elektrode befindet. Die Elektrode ist mit 
einem zentralen Ansaugkanal versehen, in dem iiber geeignete 
Verbindungskanale, die unterhalb der Elektroden verlaufen, ein 
Unterdruck erzeugt werden kann. Auf diese Weise ist es moglich, 
einzelne Zellen zielgerichtet an die Elektroden heranzuziehen 
und sie unter einem gewissen Kontaktdruck auf den Elektroden zu 
immobilisieren. Mit der bekannten Vorrichtung konnen dann Mes- 
sungen an den Zellen, jedoch nur von deren Membranaui3enseite 
her, durchgefuhrt werden. 

Derartige Mikroelektrodenanordnungen werden allgemein zum Un- 
tersuchen von biologischen Zellen verwendet. Die Mikroelektro- 
denanordnungen dienen dabei z.B. zum Stimulieren der Zellen 
Oder zum Ableiten von Potentialen. Die Untersuchungen konnen in 
einer biologischen Umgebung oder in einer artif iziellen Umge- 
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bung durchgef iihrt werden. Die Anordnungen umfassen dabei in ei- 
nem Tragerkorper , also auf einem Substrata eine Vielzahl von 
Mikroelektroden, deren Abmessungen etwa in der GroBenordnung 
der Zellen liegen, also im Bereich von einigen jum bis einigen 
10 jLim. 

Bei herkoiranlichen Mikroelektrodenanordnungen ist man mehr oder 
weniger auf den Zufall angewiesen, ob sich die eine oder die 
andere Zelle auf einer bestimmte Elektrode niederlaJ3t oder 
nicht. In der Praxis lassen sich die Zellen im allgemeinen nur 
unter teilweiser Uberdeckung auf einer Elektrode nieder, so daJ3 
die Stimulation der Zelle bzw. die Ableitung eines Zellpotenti- 
als auf diese Teilflache beschrankt ist. 

Diese Nachteile werden durch die aus der eingangs genannten 
DE 197 12 309 Al bekannte Vorrichtung zwar gr6J3tenteils besei- 
tigt, insbesondere wird dafiir gesorgt, daB auf einer Mikroelek- 
trode nur eine Zelle zu liegen kommt. Andererseits bleibt es 
nach wie vor dem Zufall uber lassen, ob eine Zelle und welche 
Zelle in der Mikrokiivette eingefangen wird. Dabei ist ferner 
nicht auszuschlieBen, daJ3 in der Flussigkeit befindliche Parti- 
kel in die Mikrokiivette eingesogen werden, die zwar die Durch- 
fuhrung einer Messung ermoglichen/ deren Ergebnisse jedoch 
nicht verwertbar sind- 

Ein weiterer Nachteil bei der bekannten Vorrichtung und dem be- 
kannten Verfahren besteht darin, daB nur Messungen an der Au- 
Benseite der Zellmembran durchgefuhrt werden konnen. Intrazel- 
lulare Messungen sind nicht moglich. 
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Derartige intrazellulare Messungen lassen sich jedoch mit der 
sogenannten Pat:ch~Clamp-Technik durchfiihren, bei der eine soge- 
nannte Membranf leck-Kiemme eingesetzt wird; siehe z.B. Neher 
und Sakmann: "Die Erforschung von Zellsignalen mit der Patch- 
Clamp-Technik" , Spektrum der Wissenschaf ten, Mai 1992, S. 48. 

Bei dieser Technik wird eine mit elektrisch leitender Flussig- 
keit gefiillte Mikropipette gezielt an eine adharente Zelle her- 
angefuhrt und auf deren Membran aufgesetzt, so daB sich diese 
leicht nach innen wolbt. Daraufhin wird der von der Pipetten- 
spitze eingeschlossene Membranfleck durch Unterdruck leicht an- 
gesogen, wodurch dieser gegeniiber der umgebenden Flussigkeit 
abgedichtet und elektrisch isoliert wird, Diese Isolation wird 
auch als "Gigaseal" bezeichnet, 

Auf diese Weise ist es mcSglich, z.B. Messungen an lonenkanalen 
auf der MembranauBenseite durchzuf iihren . 

Wenn die abgedichtete Membran jedoch weiter angesaugt wird, 
wird der Membranfleck perforiert, so dafi ein hydrodynamisch und 
elektrisch gegeniiber der umgebenden Flussigkeit abgedichteter 
Zugang durch die Pipettenof fnung zum Zellinneren besteht^ so 
daJ3 intrazellulare Messungen und Stimulationen moglich sind 
( sogenannter "Whole-Cell-Patch" ) . 

Bei der Patch-Clamp-Technik ist von Nachteil, daB sie nur an 
adharenten oder anderweitig immobilisierten Zellen durchgefuhrt 
werden kann, an die die fragile Glaspipette jeweils mittels ei- 
nes Mikromanipulators herangefuhrt werden muB. Aus diesem Grund 
ist die Anzahl gleichzeitig kontaktierbarer Zellen auBerst be- 



wo 02/03058 



PCT/EPOl/07713 



5 

schrankt, so daJ3 mehrere Zellen nur sequentiell abgearbeitet. 
warden konnen. 

Diese Methods ist daher ungeeignet fiir Massenuntersuchungen^ 
wie sie z.B. im Bereich des Pharmascreening, des Substanzscree- 
ning etc. erf order lich waren. 

Ein weiterer Nachteil bei der konventionellen Patch-Clamp- 
Technik besteht darin, dai3 sie nicht: automat isier bar ist, son- 
dern manuell von Personal durchgefiihrt wird, das groiie Erfah- 
rung mitbringen und viel Fingerspitzengef iihl aufweisen muJ3. 

Aus der DE 198 27 957 Al ist es bekannt, eine Zelle auf einem 
Glastrager zu immobilisieren, dessen Oberflache eine ringstruk- 
turformige Profilierung aufweist, urn die Zelladhasion zu ver- 
bessern. Auf dem Glastrager ist im Bereich der Auf lagef lache 
fiir die Zelle eine kegelformig vorspringende Elektrode angeord- 
net, die mit ihrer scharfen, ringformigen Spitze in die Zell- 
membran einschneidet und fur intrazellulare Messungen vorgese- 
hen ist. Die Elektrode kann als Zylinderelektrode mit einem 
Hohlkanal ausgelegt sein, durch den auf die Zellmembran ein Un- 
terdruck zum Fixieren der Zelle und/oder Perforieren der Zell- 
membran ausgeubt werden kann. 

Wie die Zelle auf den Auf lagebereich gelangt, ist nicht be- 
schrieben. Nachteilig ist bei der bekannten Vorrichtung, daJ3 
die elektrische Abdichtung auf der ringformigen Elektrodenspit- 
ze nur durch die "Haltekraft" der Zelle auf der profilierten 
Oberflache bestimmt wird. Die Durchfiihrung von Massenuntersu- 
chungen ist mit der bekannten Vorrichtung nicht moglich. 
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Vor diesem Hintergrund liegt der vorliegenden Erfindung die 
Aufgabe zugrunde^ ein Verfahren und eine Vorrichtung der ein- 
gangs genannten Art dahingehend weiterzubilden , daB die vorste- 
hend genannten Nachteile vermieden werden. Insbesondere soil 
eine automatisierbare ^ effiziente und universell einsetzbare 
Moglichkeit fur das elektrische Kontaktieren der Zellen ge- 
schaffen werden, um so Messungen sowohl an der AuBenseite der 
Membran als auch intrazellular durchfiihren zu kSnnen. Das neue 
Verfahren soli dabei einfach und automatisierbar durchzuf uhren 
sein, wobei die neue Vorrichtung konstruktiv einfach aufgebaut 
sein soll- 

Bei der eingangs erwahnten Vorrichtung wird diese Aufgabe da- 
durch gelost, daiJ an die Offnung eine Kontakteinheit mit einer 
Kontaktspitze angeordnet ist, deren oberes Ende so in die Off- 
nung hineinragt/ dai3 sie mit einer Zellmembran einer irmnobili- 
sierten Zelle in Anlage gelangt, die Kontaktspitze einen an ih- 
rem oberen Ende miindenden Kontaktkanal aufweist, iiber den auf 
die Zellmembran ein hydrodynamischer Unterdruck ausubbar ist, 
und die Elektrode elektrisch mit dem Kontaktkanal in Verbindung 
steht • 

Bei dem eingangs genannten Verfahren wird diese Aufgabe dadurch 
gelost, daJ3 zum Kontaktieren der immobilisierten Zelle durch 
eine in die Offnung ragende Kontaktspitze hindurch auf die 
Zellmembran der Zelle ein hydrodynamischer Unterdruck ausgeiibt 
wird, wobei die Elektrode durch die Kontaktspitze hindurch mit 
der Zelle elektrisch in Kontakt gelangt, und durch die Immobi- 
lisierung ein Druck der Zelle auf die Kontaktspitze bewirkt 
wird. 
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Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgafae wird auf diese Wei- 
se vollkonmien gelost. 

Die Immobilisierung der Zellen auf der Kontaktspitze bewirkt 
dabei gleichzeitig die Wolbung der Zellmembran nach innen. Die 
Mittel 2ur Immobilisierung, vorzugsweise der Unterdruck in dem 
Ansaugkanal bewirken also neben der Immobilisierung auch den 
Kontakt zwischen Zellmembran und Kontaktspitze und fiihren fer- 
ner .dazu, daB die Zellmembran auf die Kontaktspitze Druck aus- 
iibt- In die Offnung ragt eine Patch-Clamp-Spit ze hinein, iiber 
die auBen an der Membran und/oder intrazellular elektrische Si- 
gnale gemessen und/oder zugefuhrt werden konnen. Dabei ist der 
durch die Mittel zum Immobilisieren bewirkte Haltedruck unab- 
hangig und getrennt von dem Kontaktdruck, so daB die Kontakt- 
spitze einen sehr kleinen Durchmesser aufweisen kann^ der einen 
zuverlassigen Gigaseal und eine gute Perforation ermoglicht. 
Der Durchmesser der Offnung ist deutlich groBer als der Durch- 
messer der Kontaktspitze, so daJ3 sich ein sehr groBer Halte- 
druck ergibt, ohne daB die Zelle in den Ansaugkanal oder gar in 
den Kontakt kanal eingezogen wird. 

Auf diese Weise sind stabile Langzeitmessungen auch unter Per- 
fusion moglich, wenn die Zelle auBen mit Substanzen angespiilt 
wird, um bestimmte Reaktionen der Zelle hervorzuruf en, die wie- 
derum uber die Elektrode erfaBt werden sollen. 

Weil die Kontaktspitze in die Offnung hineinragt, ergibt sich 
beim Ansaugen der Zelle auf die Offnung mittels des Ansaugka- 
nals eine Einwolbung der Zellmembran im Bereich der Kontakt- 
spitze, wie es auch bei der manuellen Patch-Clamp-Technik wiin- 
schenswert ist, um fur einen guten Gigaseal zu sorgen, wenn 
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durch den Kontak-tkanal ein leichter Unterdruck auf den Membran- 
fleck ausgeiibt wird. Durch kurzf ristiges , stoBweises Erhohen 
des Unterdrucks im Kontaktkanal laJ3t sich in an sich bekannter 
Weise der Membranf leek jetzt reproduzierbar perforieren. 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben erkannt, daJ3 
durch die Trennung von Ansaugkanal und Kontaktkanal eine zuver- 
lassige und damit automatisierbare Positionierung von Zellen 
iiber der Offnung und deren Kontaktierung nach der Patch-Clamp- 
Technik moglich wird. 

Aus der prioritatsalteren, aber nicht vorverof f entlichten 
DE 199 48 473 Al ist eine Vorrichtung bekannt, bei der eine 
Zelle durch einen Ansaugkanal auf eine Offnung in einem 
Substrat gesaugt wird, wobei stromabwarts im Ansaugkanal eine 
Elektrode angeordnet ist, die iiber die elektrisch leitende 
Fliissigkeit in dem Ansaugkanal Messungen sowohl an der AuBen- 
seite der Zellmembran als auch intrazellulare Messungen ermog- 
licht, wenn durch einen kurzen DruckstoB zuvor der von dem An- 
saugkanal eingeschlossene Membranf leek perfundiert wurde. 

Bei dieser Vorrichtung ist nur ein Kanal vorhanden, der sowohl 
als Ansaug- als auch als Kontaktkanal dient und daher einen re- 
lativ groi3en Innendurchmesser aufweisen muJ3, xm eine entspre- 
chende Haltekraft auf die Zelle ausiiben zu konnen. Zwar wird 
auch hier durch das Anlegen des Unterdrucks ein Gigaseal er- 
zeugt, dieser ist jedoch nach Erkenntnis der Erfinder nicht so 
zuverlassig wie bei der erf indungsgemaiSen Vorrichtung- Ferner 
ergibt sich keine Einwolbung in der Membran der angesogenen 
Zelle, sondern die Membran wird vielmehr nach auJBen gewolbt und 
in den Ansaugkanal eingezogen, so dai3 sich iiber der Zeit die 
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effektive Membranf lache verandern kann, so daJ3 keine stabilen 
Langzeitmessungen moglich sind. 

In einer Weiterbildung der erf indungsgemaJ3en Vorrichtung ist es 
bevorzugt^ wenn die Kontakteinheit abnehmbar an der Offnung an- 
geordnet is-t, wobei weiter vorzugsweise die Kontaktspitze aus- 
wechselbar angeordnet ist. 

Hier ist von Vorteil, dai3 die Kontakteinheit und/oder die Kon- 
taktspitze leicht ausgewechselt warden konnen, wahrend die ub- 
rigen Bestandteile der neuen Vorrichtung wieder verwendbar 
sind. Dieser MaBnahme liegt die Erkenntnis zugrunde, daB Patch- 
Clamp-Spitzen nur einmal verwendet werden konnen, bereits bei 
einem zweiten Einsatz wird kein ausreichender Gigaseal bzw. 
keine zuverlassige Membranperf oration mehr erreicht. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn der Ansaugkanal in dem Substrat 
verlauft^ wobei andererseits der Ansaugkanal auch zumindest ab- 
schnittsweise in der Kontakteinheit verlaufen kann. 

Wenn der Ansaugkanal in dem Substrat verlauft^ ist von Vorteil, 
daJ3 die Kontakteinheit sehr einfach und preiswert aufgebaut 
sein kann. Verlauft der Ansaugkanal dagegen zumindest ab- 
schnittsweise in der Kontakteinheit, so kann der AuBenanschluB 
sowohl des Ansaugkanals als auch des Kontaktkanals auf einfache 
Weise an der Kontakteinheit selbst erfolgen, was das Handling 
und den Aufbau vereinfacht. 

Weiter es ist bevorzugt, wenn die Kontakteinheit ein austausch- 
bares, die Kontaktspitze aufweisendes Oberteil sowie ein wie- 
derverwendbares , die Elektrode und einen ersten Abschnitt des 
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Kontaktkanals aufweisendes Unterteil aufweist, wobei die Kon- 
takteinheit vorzugsweise im Bereich der Offnung auBen an dem 
Substrat anliegt und die Offnung nach aufien f liissigkeitsdicht 
abschlieBt, wobei weiter vorzugsweise das Oberteil unter Druck 
auBen an dem Substrat und das Unterteil unter Druck an dem 
Oberteil anliegt. 

Bei diesen MaBnahmen ist von Vorteil, daJ3 zum Auswechseln der 
Kontaktspitze lediglich das Oberteil der Kontakteinheit ausge- 
wechselt werden mui3. Weil Unterteil und Oberteil aneinander 
bzw. an dem Substrat unter Druck anliegen, sind keine Schraub- 
arbeiten oder ahnliche Manipulationen erf orderlich, der Aus- 
tausch kann automatisiert z.B. mit Hilfe eines Mikromanipula- 
tors auf einfache Weise erfolgen. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn zwischen dem Substrat und dem 
Oberteil und/oder zwischen dem Oberteil und dem Unterteil ein 
Dichtmittel vorgesehen ist, das vorzugsweise ausgewahlt ist aus 
der Gruppe: Silikonpaste, Zwei-Komponenten-Elastomer und Poly- 
dimethylsiloxan-Elastomer (Sylgard™) . 

Bei dieser MaJBnahme ist von Vorteil, daJ3 schon bei geringem 
Druck eine gute f lussigkeitsdichte Abdichtung zwischen 
Substrat, Oberteil und Unterteil erfolgt, so daJ3 an den Mikro- 
manipulator sowohl hinsichtlich Genauigkeit als auch hinsicht- 
lich Druckauslibung geringere Anf orderungen zu stellen sind, als 
wenn bspw, ein O-Ring zur Abdichtung verwendet wiirde. 

Weiter ist es bevorzugt, wenn in dem Unterteil eine Kammer vor- 
gesehen ist, in die die Elektrode hineinragt und der erste Ab- 
schnitt des Kontaktkanals miindet. 
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Hier ist von Vorteil, daB die Elektrode und der erste Abschnitt 
des Kontaktkanals in dem wiederverwendbaren Unterteil angeord- 
net sind, so daB die Kosten fiir die Durchfiihrung einer Messung 
nur durch das austauschbare Oberteil bestiinmt werden, daJ3 le- 
diglich die Kontaktspitze sowie einen zweiten Abschnitt des 
Kontaktkanals tragt. 

In diesem Zusainmenhang ist es bevorzugt, wenn in dem Oberteil 
ein der Kammer zugeordneter , die Kontaktspitze durchsetzender 
trichterformiger zweiter Abschnitt des Kontaktkanals angeordnet 
ist. 

Weiter ist es bevorzugt, wenn zwischen dem Oberteil und dem 
Substrat urn die Kontaktspitze herum ein Ring ausgebildet ist, 
der auf das Unterteil zuweisend einen Durchbruch aufweist, der 
einem ersten Abschnitt des Ansaugkanals in dem Unterteil zuge- 
ordnet ist . 

Auf diese einfache Weise kann der Ansaugkanal in die Kontak- 
teinheit integriert werden. Der Ansaugkanal IMuft jetzt von dem 
Unterteil uber den Durchbruch in den Ringraum urn die Kontakt- 
spitze und saugt dort die Zelle auf die Offnung und gegen die 
Kontaktspitze. Auch hier ist weiter von Vorteil, daB nur ein 
sehr einfach aufgebautes Oberteil^ das wie alle anderen Kompo- 
nenten in Mikrosystemtechnik, also mikrostrukturiert herge- 
stellt sein kann, ausgetauscht werden muB. 

In einer Weiterbildung ist es bevorzugt, wenn der Ringraum auf 
das Substrat zuweisend mit einer Membran abgedichtet ist, in 
der ein die Kontaktspitze mit Abstand umgebender DurchlaB vor- 
gesehen ist. 
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Hier ist von Vorteil, daJ5 die Offnung in dem Substrat deutlich 
groBer sein kann als der DurchlaB, durch den der Ansaugkanal 
die Zelle auf die Offnung saugt. Auf diese Weise sind an die 
Manipuliergenauigkeit des Mikromanipulators geringere Anforde- 
rungen zu stellen, da nur sichergestellt werden muB, daB der 
DurchlaB im Bereich der Offnung angeordnet ist, die Abdichtung 
nach auBen erfolgt durch die Membran, die vorteilhaf terweise an 
dem Oberteil befestigt ist. 

Allgemein ist es bevorzugt, wenn im Bereich der Offnung eine 
Referenzelektrode in die Fliissigkeit hineinragt. 

Bei dieser MaBnahme ist von Vorteil, daB durch die raumliche 
Nahe von Elektrode und Referenzelektrode sehr zuverlassig und 
reproduzierbar Potentiale auf der Zellmembran oder intrazellu- 
lar gemessen werden konnen, 

Allgemein ist es bevorzugt, wenn auf dem Substrat um die Off- 
nung herum eine funktionelle Beschichtung als Mittel zur Immo- 
bilisierung der Zellen vorgesehen ist. 

Diese MaBnahme dient in vorteilhafter Weise der Selektion der 
zu kontaktierenden Zellen. Die MaBnahme ist bei einer gattungs- 
gemSBen Vorrichtung sowie einem gattungsgemaBen Verfahren auch 
flir sich genommen neu und erf inderisch. Durch den Einsatz einer 
f unktionellen Beschichtung ist es jetzt moglich, aus einer Sus- 
pension verschiedener Zellen eine bestimmte Art von Zellen zu 
selektieren und zu kontaktieren . Nur die Zellen, die an der auf 
die Zellen selbst abgestiinmten f unktionellen Beschichtung iirano- 
bilisiert werden, werden auch zur Messung herangezogen. 
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Die funktionelle Beschichtung ist dabei ausgewahlt aus der 
Gruppe: Polyanionen; Polykationen ; Polyethylenimin; Antikorper 
gegen Zelloberf lachenmoleklile wie Integrine (z,B. Fibronektin) 
Oder Lektine; und magnetische Beschichtung. 

Durch die Wahl der Polyanionen, Polykationen und Polyimine kann 
fur eine geeignete chemische Immobilisierung gesorgt werden, 
wahrend durch Immobilisierung geeigneter Antikorper in der 
funktionellen Beschichtung eine Spezifitat flir beliebige 
Zelloberf lachenmolekiile hergestellt werden kann, 

Wenn die funktionelle Beschichtung eine magnetische Beschich- 
tung umfaBt, so lassen sich auf diese Weise magnetische Anti- 
korper einfangen, die der Zellsuspension zuvor zugegeben warden 
und sich an bestimmte Zelloberf lachenmolekiile angelagert haben. 
Durch die Wahl eines speziellen magnetischen Antikorpers konnen 
auf diese Weise genau vorherbestimmbare Zellen aus der Zellsus- 
pension immobilisiert werden. An magnetische Partikel gekoppel- 
te Antikorper sind aus dem Stand der Technik bekannt, sie wer- 
den beispielsweise von Per Septive Diagnostics Incorporated, 
Cambrigde, Massachusetts, vertrieben; siehe Ahern: "Antibodies 
Making Their Way From The Clinic To The Research Lab", The Sci- 
entist, Band 9, 1995, S. 18-19. 

Die Mittel zum Immobilisieren haben wie bspw. der Ansaugkanal 
ferner die Wirkung, daB die Immobilisierung selbst zum Kontakt 
zwischen Zellmembran und Kontaktspitze fiihrt und auf die Zell- 
membran eine auf die Kontaktspitze gerichtete Kraft ausgeiibt 
wird. 
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Dabei ist. es weiter bevorzugt, wenn eine Positioniereinheit 
vorgesehen ist, urn eine Zelle iiber der Offnung zu positionie- 
ren, wobei die Positioniereinheit eine Laserpinzette umfassen 
kann, ein elektromagnetisches Feld aufbauen oder eine hydrody- 
namische Kraft erzeugen kann. 

Die Positioniereinheit kann damit einerseits bereits durch den 
Ansaugkanal reprasentiert sein, der eine hydrodynamische Kraft 
erzeugt, wobei aber auch unabhangig von dem Ansaugkanal oder 
zusatzlich zu dem Ansaugkanal z.B, eine Laserpinzette oder ein 
elektromagnetisches Feld vorgesehen sein konnen. 

Laserpinzetten sind aus dem Stand der Technik allgemein be- 
kannt, bei diesen optischen Pinzetten handelt es sich um opti- 
sche Manipulatoren ir die auf dem Impulserhaltungssatz basieren. 

Ein ftir das Laserlicht weitgehend transparentes Objekt absor- 
biert kaum Energie, lenkt den Strahl jedoch nach dem Brechungs- 
gesetz aus der urspriinglichen Richtung ab. Diese Brechung liber- 
tragt auf eine Zelle einen Impuls, der die Zelle bewegt. Ein 
Paar symmetrischer Laserstrahlen bildet so eine Falle, in der 
die Zelle gehalten wird. Durch Verfahren der Strahlen laJ3t _sich 
die Zelle bewegen; siehe Berns: "Mit Laserwerkzeugen ins Zell- 
innere", Spektrum der Wissenschaften, Juli 1998, S. 56. 

Mittels der Positioniereinheit kann z^B. eine Zelle auf die 
funktionelle Beschichtung aufgesetzt werden. Wird die Zelle da- 
nach von der Positioniereinheit freigegeben, so verbleibt sie 
nur iiber der Offnung, wenn sie durch die funktionelle Beschich- 
tung immobilisiert werden kann. Auf diese Weise laBt sich eine 
einfache Selektion von Zellen vornehmen. Wenn die Zelle von der 
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Transportstromung in der Vorrichtung nach dem Freigeben durch 
die Positioniereinheit weiterbewegt hat eine negative Selekti- 
on stattgef unden, andernfalls eine positive Selektion. 

Auf diese Weise lassen sich aus einer Suspension unterschiedli- 
cher Zellen genau die Zellen heraussuchen, die mit der Vorrich- 
tung kontaktiert werden sollen. Auch diese Selektion ist bei 
einer gattungsgemalSen Vorrichtung und einem gattungsgemaBen 
Verfahren fiir sich genommen neu und erf inderisch. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn das Substrat in einem Stroniungska- 
nal angeordnet, vorzugsweise integraler Bestandteil einer Wan- 
dung eines Stromungskanals ist, durch den die Flussigkeit mit 
definierter und/oder einstellbarer Transportstromung zu der 
Offnung geleitet wird, wobei vorzugsweise eine Sensoreinheit 
vorgesehen ist, die auf einen Parameter der Zelle anspricht und 
die Positioniereinheit und/oder den Ansaugkanal ansteuert. 

Das Substrat kann z.B. senkrecht zur Wandung des Stromungska- 
nals und damit senkrecht zur StrSmung stehen, so dai3 es von 
dieser direkt angestromt wird. 

Auch die Sensoreinheit dient der Selektion von Zellen und ist 
fiir sich genommen genauso wie die funktionelle Beschichtung bei 
einer Vorrichtung und einem Verfahren der gattungsgemaBen Art 
neu und erf inderisch. 

Der Parameter ist dabei ausgewahlt aus der Gruppe: optische Pa- 
rameter wie beispielsweise Fluoreszenz, Absorption, Reflexion, 
Beugung, Brechung; geometrische Parameter wie beispielsweise 
GroBe, Lange, Durchmesser, Form; elektrische Parameter wie bei- 
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spielsweise Kapazitat, Widerstand; und biologische^ chemische, 
physikalische Zellparameter . 

Die Sensoreinheit ist dabei vorzugsweise stromaufwarts von der 
Offnung angeordnet. 

Die Sensoreinheit ermoglicht insbesondere im Zusaininenhang mit 
der einstelibaren Transportstromung und/oder der Positio- 
niereinheit eine Selektion von Zellen. Wenn die Sensoreinheit 
anhand der gemessenen Zellparameter eine zu kontaktierende Zel- 
le erkennt, wird dies an die Positioniereinheit und/oder den 
Ansaugkanal weitergegeben, die dann in Kenntnis der eingestell- 
ten Transportstroitiung zu dem Zeitpunkt tatig werden, zu dem 
sich die von der Sensoreinheit selektierte Zelle in ihrem Be- 
reich befindet, Es ist auch moglich, kurz vor dem Ansaugkanal 
eine weitere Sensoreinheit vorzusehen, die zur Lokalisierung 
einer Zelle dient und deren luomentanen Ort an den Ansaugkanal 
und/oder die Positioniereinheit meldet. 

Die Sensoreinheit sowie die gegebenenf alls vorgesehene weitere 
Sensoreinheit ermoglichen damit eine deutlich effizientere Se- 
lektion von Zellen als die funktionelle Beschichtung^ wobei 
durch Kombination von Sensoreinheit (en) , Positioniereinheit und 
f unktioneller Beschichtung eine sehr scharfe Selektion der zu 
kontaktierenden Zellen moglich wird, 

Allgemein ist es bevorzugt, wenn stromaufwarts von der Offnung 
eine Mikroperf usionseinheit angeordnet ist, um eine immobili- 
sierte Zelle mit Testsubstanzen zu umspiilen, wobei vorzugsweise 
die Komponenten der Vorrichtung in Mikrosystemtechnik herge- 
stellt sind. 
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Auf diese Weise ist es moglich, die immobilisierte Zelle mit 
geringen Substanzitiengen anzuspulen, so daJ3 kostensparend gear- 
beitet warden kann. 

Bei dem neuen Verfahren ist es bevorzugt, wenn vor jedem Kon- 
taktieren die Kontaktspitze ausgetauscht wird. 

Hier ist von Vorteil, daJ3 fur jedes neue Kontak-tieren eine neue 
Kontaktspitze verwendet wird, was fur die sichere Ausbildung 
eines Gigaseals sowie eine zuverlassige Perforation des um- 
schlossenen Meitibranf leeks sorgt, sofern dies gewunscht ist. 

Weiter ist es bevorzugt, wenn die Fliissigkeit mit einstellbarer 
Transportstromung durch einen Kanal zu der Offnung geieitet 
wird. 

Hier ist von Vorteil, dai3 die suspendierten Zellen in bekannter 
Zeitabfolge an der Sffnung vorbeischwimmen, so daJ3 eine Ablauf- 
steuerung den Ansaugkanal jeweils rechtzeitig ansteuern kann. 

Weiter ist es bevorzugt, wenn die Zelle durch Anhaften an einer 
funktionellen Beschichtung immobilisiert wird, die um die -Off- 
nung herum auf dem Substrat angeordnet ist, wobei die Zelle 
vorzugsweise durch eine Positioniereinheit uber der Offnung po- 
sitioniert wird und weiter vorzugsweise vor dem Positionieren 
einer Zelle ein Parameter der Zelle gemessen und in Abhangig- 
keit von dem Parameter die Zelle fur die Positionierung ausge- 
wahlt wird. 

Hier ist von Vorteil, daJ3 nicht mit vollig reinen Zellpopula- 
tionen gearbeitet werden muJ3, sondern dai3 auch aus gemischten 
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Zellsuspensionen gewiinschte Zelltypen zur Kontaktierung ausge- 
wahlt werden konnen. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn eine Zelle dadurch selektiert 
wird, dai3 sie mittels der Positioniereinheit auf der funktio- 
nellen Beschichtung positioniert und dann von der Positio- 
niereinheit freigegeben wird, so daJ3 nur Zellen immobilisiert 
bleiben, die auf die funktionelle Beschichtung ansprechen.. 

Hier ist von Vorteil, daJ3 quasi jede an der Positioniereinheit 
vorbeischwimmende Zelle uber die funktionelle Beschichtung dar- 
aufhin getestet wird, ob sie kontaktiert werden soil oder aber 
freigegeben werden kann. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn die Zelle zusatzlich zu der funk- 
tionellen Beschichtung durch hydrodynamischen Unterdruck iituno- 
bilsiert wird, 

Diese MaBnahme hat den Vorteil, dai3 eine zuverlassie Haltekraft 
auf eine iiber die funktionelle Beschichtung selektierte Zelle 
ausgewahlt wird, so daJ3 sie wahrend einer Langzeitmessung z,B- 
mit Perfusion sicher gehalten werden kann. 

Schlieiilich ist es noch bevorzugt, wenn die Zelle von der Off- 
nung entfernt wird, indem der zur Immobilisierung angelegte Un- 
terdruck zu einem Uberdruck aufgebaut wird. 

Hier ist von Vorteil, daJ3 nach dem Ende einer MeB- und Stimula- 
tionsphase die Zelle aktiv wieder abgestoBen werden kann. 



wo 02/03058 



PCT/EPOl/07713 



19 

Zusaitimenf assend bieten die neue Vorrichtung sowie das neue Ver- 
fahren also die Moglichkeit, Einzelzellen aus einer Suspension 
nach mindestens einem Kriterium, also einem Zellparameter , zu 
selektieren und die selektierten Einzelzellen aus der Suspensi- 
on an einer Ableitstelle , also an der Offnung, zu positionieren 
und zu immobilisieren. Die Iimtiobilisierung erfolgt dabei entwe- 
der uber einen Ansaugkanal, also mit hydrodynamischem Unter- 
druck, und/oder aber uber eine funktionelle Beschichtung. 

Entsprechend dem Verfahren der klassischen Patch-Clamp-Technik 
wird die Zelle zum Zwecke der Bildung eines hochomigen Seals 
durch den Kontaktkanal angesaugt, wobei die angesaugte und ab- 
gedichtete Membran wahlweise durch einen Druckpuls durchbrochen 
werden kann. 

Die imitiobilisierte und kontaktierte Zelle kann mit Flussigkei- 
ten perfundiert werden, die Testsubstanzen enthalten, so daB 
serielle Untersuchungen an vielen Zellen automatisierbar durch- 
gefiihr-b werden konnen, wobei gleichzeitig die Vorteile der 
klassischen Patch-Clamp-Technik genutzt werden, 

Weitere Vorteile ergeben sich aus der Beschreibung und der bei- 
gef ligten Zeichnung . 

Es versteht sich, daj3 die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in der jeweils 
angegebenen Kombination, sondern auch in anderen Kombinationen 
Oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 
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Ausf iihrungsbeispiele der Erfindung sind in der Zeichnung 
dargestellt und werden in der nachf olgenden Beschreibung naher 
erlautert. Es zeigen: 

Fig, 1 eine schematische Ubersicht uber die neue Vorrich- 
tung; 

Fig. 2 eine vergroBerte Darstellung eines Ausschnitts der 
Vorrich-tung aus Fig. 1 im Bereich der Kontaktier- 
und MeJ3einheit; 

Fig. 3 den schematischen Ablauf einer elektrischen Kontak- 
tierung einer Zelle sowie des Austauschs der Kon- 
taktspitze; 

Fig, 4 ein erstes Ausf (ihrungsbeispiel einer austauschbaren 
Kontaktspitze, bei der der Ansaugkanal im Substrat 
angeordnet ist; 

Fig. 5 ein Ausf iihrungsbeispiel wie Fig. 4, bei dem jedoch 
die Kontakteinheit in auswechselbares Oberteil und 
wiederverwendbares Unterteil aufgeteilt ist; 

Fig. 6 eine Kontakteinheit wie in Fig. 5, wobei jedoch der 
Ansaugkanal . in der Kontakteinheit ausgebildet ist; 
und 



Fig. 7 



eine Kontakteinheit wie in Fig. 6, jedoch mit groBe- 
rer Offnung im Substrat. 
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In Fig. 1 ist mit 10 eine Vorrichtung zum elek-trischen Kontak- 
tieren von Zellen 11 gezeigt, die in einer in einem Vorratsbe- 
halter 12 vorratig gehaltenen Fliissigkeit 14 in Suspension 
sind. 

Der Vorratsbehalter 12 ist mit einem Umschaltventil 15 verbun- 
den^ durch das die Fliissigkeit 14 in einen Stromungskanal 16 
geleitet wird, in dem in noch zu beschreibender Weise die elek- 
trische Kontaktierung der Zellen 11 erfolgt. 

An das Umschaltventil 15 ist ferner ein Einlafl 17 fiar eine 
Waschlosung angeschlossen, so daJ3 der Stromungskanal 16 nach 
erfolgter Messung an einer Zelle 11 mit der Waschlosung durch- 
spiilt warden kann. 

Langs des Stromungskanals 16 ist zunachst eine Sensoreinheit 18 
angeordnet, uber die Parameter der Zellen 11 gemessen werden. 

An die Sensoreinheit 18 schlieBt sich eine Mikroperfusionsein- 
heit 19 an, uber die Perf usionslosungen 20 in den Stromungska- 
nal 16 eingeleitet werden konnen, urn eine kontaktierte Zelle zu 
perf undieren, also mit Testsubstanzen anzuspUlen. 

An die Mikroperfusionseinheit 19 schlieBt sich eine Positio- 
niereinheit 21 an, uber die Zellen 11 in einer Kontaktier- und 
MeBeinheit 22 positioniert und dort immobilisiert werden kon- 
nen. 

Die Positioniereinheit 21 wird z.B, in Abhangigkeit von Aus- 
gangssignalen der Sensoreinheit 18 gesteuert. 
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In Fig. 1 ist in der Kontaktier- und MeBeinheit 22 noch eine 
konventionelle Patch-Clamp-Spitze 2 3 angedeutet, iiber die Mes- 
sungen an der AuBenseite einer Membran der Zelle 11 sowie in- 
trazellulare Messungen in noch zu beschreibender Weise automa- 
tisch durchgefuhrt warden konnen. 

Vor der Patch-Clamp-Spitze 23 kann eine weitere Sensoreinheit 
18' angeordnet sein, die bei dem in Fig. 1 gezeigten Ausfiih- 
rungsbeispiel in der Kontaktier- und MeBeinheit 22 angeordnet 
ist. Die weitere Sensoreinheit 18' kann iiber optische und ande- 
re Methoden Einzelzellen im Stromungskanal 16 lokalisieren und 
mit ihrem MeBkanal das Ansaugen dieser Einzelzelle steuern, wie 
es im einzelnen weiter hinten noch beschrieben wird. 

Wahrend die Sensoreinheit 18 zur Selektion einer anzusaugenden 
Zelle dient, ist es Aufgabe der weiteren Sensoreinheit 18', ei- 
ne Einzelzelle zu lokalisieren und deren momentanen Ort derart 
zu bestimmen, daB sie iiber die Positioniereinheit 21 und/oder 
durch Ansaugen in Kontakt mit der Patch-Clamp-Spritze 23 ge- 
bracht werden kann. 

An die Kontaktier- und MeBeinheit 22 schlieBt sich eine zweite 
Sensoreinheit 24 und daran eine Steuerung 25 fiir eine bei 26 
angedeutete Transportstromung der Fliissigkeit 14 in dem Stro- 
mungskanal 16 an. Der Stromungskanal 16 miindet schlieBlich in 
einen Auf f angbehalter 27 fiir Fliissigkeit 14 und Waschlosung 17. 

SchlieBlich ist in Fig. 1 noch eine Ablauf steuerung und MeBda- 

tenverarbeitung 28 gezeigt^ iiber die die einzelnen Komponenten 

der Vorrichtung gesteuert und fuhktionell miteinander verbunden 
werden . 
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Uber die Ablauf steuerung und MeBdatenverarbeitung 28 wird die 
Transport stromung 2 6 dabei so eingestellt, daJ5 jeweils eine 
einzige Zelle an der SensoreinhGit 18 vorb©istroint ^ dort beziig^ 
lich bestimmter Parameter vermessen wird und dann im Falle ih- 
rer Auswahl durch die Positioniereinheit 21 in der Kontaktier- 
und MeBeinheit positioniert wird. 

Die Positioniereinheit 21 kann dabei z.B. eine Laserpinzette 
sein, Oder aber ein elektromagnetisches Feld aufbauen, uber das 
an magnetische Partikel gekoppelte Antikorper, die auf der 
Oberflache der Zellen 11 sitzen, zur MeJ3- und Ableitstelle 
transportiert werden. 

Dariiber hinaus ist es auch moglich, statt oder zusatzlich zur 
Positioniereinheit 21 in der Kontaktier- und MeBeinheit 22 ei- 
nan hydrodynaiuischen Unterdruck zum Immobilisieren einer Zelle 
11 vorzusehen, wie dies nachstehend im Zusammenhang mit Fig. 2 
beschrieben wird. 

Die Sensoreinheit 18 ist dabei dazu ausgelegt, einen optischen, 
elektrischen, geometrischen oder sonstigen biologischen, chemi- 
schen oder physikalischen Zellparameter zu erfassen und an die 
Ablauf steuerung und MeBdatenverarbeitung 28 zu melden, die dar- 
aufhin die Positioniereinheit 21 und/oder die Kontaktier- und 
MeBeinheit 22 entsprechend ansteuert, wenn die anhand ihres Pa- 
rameters als geeignet erkannte Zelle aufgrund der bekannten 
Transport stromung 26 in den Bereich der Kontaktier- und MeBein- 
heit 22 gelangt ist. 
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Die Kontaktier- und Mefieinheit 22 ist dabei in Mikrosystemtech- 
nik als mikrostrukturiertes Teil ausgelegt, weist also sehr ge- 
ringe AbmaBe auf . 

In Fig. 2 ist ein Ausschnitt der Vorrichtung 10 aus Fig. 1 in 
vergroBertem MaBstab und in schematischer Seitenansicht ge- 
zeigt. Der Stromungskanal 16 weist als Wandung ein Substrat 31 
auf, in dem eine Offnung 32 vorgesehen ist, auf der eine zu 
kontaktierende Zelle 11 positioniert wird. In der Offnung 32 
miindet ein Ansaugkanal 33, der mit einer Pumpe 34 verbunden 
ist, liber die in der Offnung 32 zum Ansaugen einer Zelle 11 ein 
hydrodynamischer Unterdruck eingestellt werden kann. 

Urn die Offnung 32 herum ist der Zelle 11 zugewandt auf dem 
Substrat 31 eine funktionelle Beschichtung 35 angeordnet, die 
zusatzlich zum Ansaugkanal 33 zum Immobilisieren einer Zelle 11 
dient. Wenn die Zelle 11 auf der Offnung 32 positioniert wurde, 
wird der Unterdruck der Pumpe 34 abgestellt, so daB die Zelle 
11 nur auf der f unktionellen Beschichtung 35 haften bleibt, 
wenn sie auf die Beschichtung anspricht, ansonsten wird sie 
durch die Tr an sport stromung 26 weggewaschen. Fur die eigentli- 
che Messung wird die Pumpe 34 dann jedoch wieder eingeschaltet , 
so daB die Zelle 11 sicher auf der Offnung 32 immobilisiert 
wird. 

Die erste Positionierung auf der Offnung 32 diente also ledig- 
lich dem Test, ob die Zelle 11 auf die funktionelle Beschich- 
tung 3 5 anspricht, die fur eine chemische Immobilisierung oder 
eine Immobilisierung iiber ihrerseits immobilisierte Antikorper 
sorgt. Die funktionelle Beschichtung 35 kann auch eine magneti- 



wo 02/03058 



PCT/EPOl/07713 



25 

sche Beschichtung sein^ die an magnetische Partikel gekoppelte 
Antikorper festhalt, die ihrerseits auf der Zelle 11 sitzen. 

Diese erste Positionierung der Zelle 11 auf der Offnung 32 kann 
aui3er uber den Ansaugkanal 33 auch uber die Positioniereinheit 
21 aus Fig. 1 erfolgen. 

Von der Zelle 11 abgelegen sitzt an dem Substrat 31 eine ab- 
nehmbare Kontakteinheit 36, an der eine auswechselbare Kontakt- 
spi-bze 37 angeordnet ist. Die Kontaktspitze 37 liegt mit ihrem 
oberen Ende 38 an einer Zellmembran 39 der Zelle 11 an und 
wolbt diese leicht nach innen. 

Die Kontaktspitze 37 wird von einem Kontaktkanal 41 durchsetzt, 
der am oberen Ende 38 der Kontaktspitze 37 miindet. Anderen En- 
des ist der Kontaktkanal 41 mit einer Pumpe 42 verbunden, uber 
die ein hydrodynamischer Unterdruck einstellbar ist. 

In den Kontaktkanal 41 ragt eine Elektrode 43 hinein, die uber 
in den Kontaktkanal 41 vorhandene elektrisch leitende Flussig- 
keit mit der Zellmembran 39 in elektrischer Verbindung ist. Als 
Gegenelektrode dient eine Referenzelektrode 44, die in. den 
Stromungskanal 16 im Bereich der Offnung 32 hineinragt. 

Durch den Ansaugkanal 33 wird die Zelle 11 nicht nur auf der 
Offnung 32 immobilisiert , sondern mit ihrer Zellmambran 39 auf 
das obere Ende 38 der Kontaktspitze 37 gedruckt, wahrend die 
Kontaktierung - wie bei der iiblichen Patch-Clamp-Technik - 
durch Anlegen eines leichten Unterdrucks im Kontaktkanal 41 er- 
folgt. Wenn im Kontaktkanal 41 ein DruckstoB erzeugt wird, wird 
der von der Kontaktspitze 37 umschriebene Membranfleck perfo- 



wo 02/03058 



PCT/EPOl/07713 



26 

riert/ so daB intrazellulare Messungen und Stimulierungen mog- 
lich werden. 

In den Stromungskanal 16 miindet ferner noch ein Perf usionskanal 
45, durch den eine Perf usionslosung 20 zu der immobilisier-ten 
und kontaktierten Zelle 11 geleitet werden kann, urn diese mit 
Testsubstanzen zu umspiilen und die Reaktion der Zelle 11 auf 
die Testsubstanzen zu messen. 

In Fig. 3 ist in einer schematischen Bildabfolge der Vorgang 
einer Kontaktierung und Messung/Stimulierung einer Zelle 11 ge- 
zeigt . 

In dem ersten Bild in der oberen Reihe wird der Stromungskanal 
16 von einer Fliissigkeit 14 durchstromt , die eine Zelle 11 mit 
sich tragt. Durch den Ansaugkanal 33 wird ebenfalls Fliissigkeit 
14 in das Innere des Stromungskanals 16 eingespiilt. 

Wenn die Zelle 11 den Bereich der Offnung 32 erreicht hat^ wird 
uber den Ansaugkanal 33 ein hydrodynamischer Unterdruck er- 
zeugt, so daJ3 die Zelle 11 auf die Offnung 32 zugesogen wird, 
wie es im zweiten Bild der ersten Reihe gezeigt ist. 

Das letzte Bild der ersten Reihe zeigt, dai3 die Zelle 11 mit 
ihrer Membran 39 nach innen gewolbt auf dem oberen Ende 38 der 
Kontaktspitze 37 zum Liegen kommt, wie es bei der klassischen 
Patch-Clamp-Technik auch der Fall ist. Im Gegensatz zur klassi- 
schen Technik erfolgt die Kontaktierung bei der neuen Vorrich- 
tung und dem neuen Verfahren jedoch dadurch, daB die Zelle 11 
zu der Kontaktspitze transportiert und dort automatisch immobi- 
lisiert und auf die Kontaktspitze 37 gedruckt wird. 
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In der zweiten Zeile im ersten Bild ist zu erkennen, dal5 ein 
Unterdruck an den Kontaktkanal 41 angelegt wird, so dai3 die im- 
mobilisierte Zelle in der in der Patch-Clamp-Technik iiblichen 
Weise kontaktiert wird. Wenn der Unterdruck in dem Kontaktkanal 
41 pulsartig erhoht wird, reist der Membranf leek auf, so daJ3 
eine intrazellulare Messung moglich ist, wie es im zweiten Bild 
der zweiten Zeile gezeigt ist. Durch die Kombination von An- 
saugdruck im Ansaugkanal 33 und Kontaktunterdruck im Kontaktka- 
nal 41 ergibt sich zwischen Zellmembran 39 und oberem Ende 38 
der Kontaktspitze 37 ein Gigaseal wie bei der klassischen 
Patch-Clamp-Technik. Allerdings wird der Gigaseal hier zwischen 
der Zellmembran 39 und der kleinen Stirnflache des oberen Endes 
38 und nicht einer groJ3en Auf lagef lache gebildet, wie es bei 
der eingangs erwahnten DE 198 27 957 Al der Fall ist. 

Wenn die Messung/Stimulierung beendet wurde, wird der Unter- 
druck im Kontaktkanal 41 abgeschaltet und im Ansaugkanal 43 
wird ein Uberdruck angelegt, so dai3 die Zelle 11 wieder in die 
Transport stromung 26 freigegeben und durch diese wegtranspor- 
tiert wird. 

In der dritten Zeile im linken Bild ist zu erkennen, dai3 danach 
die Kontaktspitze aus der Offnung 32 entfernt und eine neue 
Kontaktspitze 37 eingesetzt wird, was im zweiten Bild der drit- 
ten Zeile angedeutet ist. 

Nachdem die Kontaktspitze 37 ausgewechselt wurde, warden der 
Stromungskanal 16 sowie der Ansaugkanal 33 und der Kontaktkanal 
41 zunachst mit Fllissigkeit durchspult, um das System fiir die 
Kontaktierung einer neuen Zelle 11 vorzubereiten . 
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Das Auswechseln der Kontaktspitze 37 erfolgt automatisch mit- 
tels eines Mikromanipulators , so daB mit der neuen Vorrichtung 
10 automatisiert nacheinander viele Zellen kontaktiert und ga- 
mes sen/ stimuliert werden konnen. 

In Fig. 4 ist ein erstes, sehr einfach aufgebautes Ausfuhrungs- 
beispiel fiir eine auswechselbare Kontaktspitze 37 gezeigt- 

In dem gezeigten Ausf iihrungsbeispiel ist die Kontaktspitze eine 
iibliche Patch-Clamp-Spitze 23 , wie sie aus Fig. 1 bereits be- 
kannt ist. Die Patch-Clamp-Spitze 23 ist in einen Kunststoff- 
block 4 6 eingegossen, der von auBen gegen das Substrat 31 ge- 
driickt wird, so daB die Patch-Clamp-Spitze 23 in die Offnung 32 
hineinragt. Durch Dichtmittel 47, die vorzugsweise durch Syl- 
gard^" gebildet werden, wird die Offnung 32 f lussigkeitsdicht 
nach auBen abgeschlossen. 

Die Patch-Clamp-Spitze 23 ragt in dem gezeigten Ausf iihrungsbei- 
spiel etwas uber das Substrat 31 hervor in den Stromungskanal 
16 hinein, so daB eine uber den Ansaugkanal 33 auf die Offnung 
32 gesaugte und gedriickte Zelle 11 eine bei 48 angedeutete Ein- 
wolbung ihrer Zellmembran 39 ausbildet, wie es auch von Hand 
durchgefuhrter Patch-Clamp-Technik eingestellt wird. 

In Fig. 4 ist im oberen Bild die Anlage des Kunststoff blocks 46 
an den Stromungskanal 16 gezeigt, wahrend im unteren Bild der 
Kunststoff block 4 6 mit in dem Kontaktkanal 41 angeordneter 
Elektrode 43 gezeigt ist. An dem Kunststoff block 46 greift ein 
Mikromanipulator an, der lediglich schematisch dargestellt ist. 
Der Mikromanipulator 49 driickt den Kunststoff block 45 gegen das 
Substrat 31 und halt den Kunststoff block 46 unter Druck in An- 
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lage mit dem Substrat 31, so daJ3 der bereits erwahnte flussig- 
keitsdichte AbschluB erreicht wird. 

Die in Fig. 4 gezeigte Kontakteinheit 36 ist sehr einfach auf- 
gebaut, sie besteht im wesentlichen aus einer konventionellen 
Patch-Clamp-Spitze 23^ die in den Kunststoff block 46 eingegos- 
sen wurde. 

Ein weiteres Ausf iihrungsbeispiel einer Kontakteinheit 36 ist in 
Fig. 5 gezeigt. Die Kontakteinheit 36 aus Fig. 5 weist ein aus- 
zuwechselndes Oberteil 51 sowie ein wiederverwendbares Unter- 
teil 52 auf. An dem Oberteil 51 ist die Kontaktspitze 3 7 mit 
dem Kontaktkanal 41 angeordnet, wobei in dem Unterteil 5 2 eine 
Kammer 53 vorgesehen ist, in die die Elektrode 43 hineinragt. 
In die Kammer 53 fiihrt ebenfalls ein erster Abschnitt 54 des 
Kontaktkanals 41, dessen zweiter, trichterf ormiger Abschnitt 55 
im Oberteil 51 angeordnet ist. 

Zwischen Oberteil 51 und Unterteil 52 sitzen die schon aus Fig. 
4 bekannten Dichtmittel 47, die auch zwischen Oberteil 51 und 
Substrat 31 angeordnet sind. 

Die Kontakteinheit 36 aus Fig. 5 ist sehr einfach aufgebaut und 
leicht 2u positionieren,. wobei zum Auswechseln der Kontaktspit- 
ze 37 lediglich das Oberteil 51 ausgewechselt werden muJ3. 

Hierzu wird iiber einen Mikromanipulator die gesamte Konaktein- 
heit 3 6 von dem Substrat 31 entfernt, woraufhin das Oberteil 51 
ausgetauscht und das Unterteil 52 mit neuem Oberteil 51 wieder 
gegen das Substrat 31 gedriickt wird. Dieses Auswechseln kann 



wo 02/03058 



PCT/EPOl/07713 



30 

automatisch erfolgen, was gegeniiber dem manuellen Austausch ei- 
ne merkliche Zeitersparnis bringt. 

In dem Ausf iihrungsbeispiel der Kontakteinheit 36 aus Fig. 6 ist 
zwischen dem Oberteil 51 und dem Substrat 31 ein Ringraum 58 
ausgebildet, der die Kontaktspitze 37 umgibt. Der Ringraum 58 
fiihrt liber einen Durchbruch 59 im Oberteil 51 zu einem ersten 
Abschnitt 61 des Ansaugkanals 33^ der bei diesem Ausf iihrungs- 
beispiel auch in der Kontakteinheit 36 angeordnet ist. 

Wenn das Oberteil 51 gegen das Substrat 31 gedrlickt wurde, wozu 
das Unterteil 52 gegen das Oberteil 51 gedriickt wird, sorgen 
die bereits bekannten Dichtmittel 47 wieder ftir einen fliissig- 
keitsdichten AbschluB. 

Bei dem Ausf iihrungsbeispiel gemaJ3 Fig. 6 sind samtliche hydro- 
dynamischen Anschliisse am Unterteil 52 vorgesehen, wobei in be- 
kannter Weise der Ansaugkanal 33 in der Offnung miindet. 

Bei dem Ausf iihrungsbeispiel fiir die Kontakteinheit 36 in Fig. 7 
ist gegeniiber dem Ausf iihrungsbeispiel der Fig. 6 der Ringkanal 
58 zum hier sehr diinn ausgebildeten Substrat 31 hin durch -eine 
Membran 62 abgeschlossen, die um die Kontaktspitze 37 herum ei- 
nen Durchlai3 63 bildet. 

Im Vergleich zu Fig. 6 ist zu erkennen, daB die Offnung 32 im 
Substrat 31 erheblich groBer ist, so daB die Kontakteinheit 36 
sehr leicht an dem Substrat 31 positioniert werden kann. Im iib- 
rigen entspricht die Kontakteinheit 36 aus Fig. 7 der Kontak- 
teinheit 36 aus Fig. 6. 
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Paten-banspruche 

1. Vorrichtung zum elektrischen Kontaktieren von in einer 
Fliissigkeit (14) in Suspension befindlichen biologischen 
Zellen (11)^ mit einem zumindest eine Qffnung (32) aufwei- 
senden Substrat (31), mit Mitteln (35, 33) zum Immobili- 
sieren einer Zelle (11) auf der Offnung (32), vorzugsweise 
einem in die Offnung (32) miindenden Ansaugkanal (33), liber 
den an der Offnung (32) ein hydrodynamischer Unterdruck 
zum Immobilisieren einer Zelle (11) auf der Offnung (32) 
erzeugbar ist, und zumindest einer Elektrode (43) fiir die 
elektrische Kontaktierung einer immobilisieren Zelle (11), 

dadurch gekennzeichnet , daJ3 an der Offnung (32) eine Kon- 
tak-teinheit (36) mit einer Kontaktspitze (37) angeordnet 
ist, deren oberes Ende (38) so in die Offnung (32) hinein- 
ragt, daJ3 sie mit einer Zellmembran (39) einer immobili- 
sierten Zelle (11) in Anlage gelangt, die Kontaktspitze 
(37) einen an ihrem oberen Ende (38) miindenden Kontaktka- 
nal (41) aufweist, iiber die auf die Zellmembran (39) ein 
hydrodynamischer Unterdruck ausiibbar ist, und die Elektro- 
de (43) elektrisch mit dem Kontaktkanal (41) in Verbindung 
steht . 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
die Kontakteinheit (36) abnehmbar an der Offnung (32) an- 
geordnet ist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daJ3 die Kontaktspitze (23, 37) auswechselbar angeord- 
net ist. 
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4 . Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , dadurch ge- 
kennzeichnet , daB der Ansaugkanal (33) in dem Substrat 
(31) verlauft. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet ^ daB der Ansaugkanal (33) zumindest ab- 
schnittsweise in der Kontakteinheit (36) verlauft. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB die Kontakteinheit ein austauschbares , 
die Kontaktspitze (37) aufweisendes Oberteil (51) sowie 
ein wiederverwendbares, die Elektrode (43) und einen er- 
sten Abschnitt (54) des Kontaktkanals (41) aufweisendes 
Unterteil ( 52 ) auf weist . 

7 • Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6 , dadurch ge- 

kennzeichnet^ daB die Kontakteinheit (36) im Bereich der 

Offnung (32) auBen an dem Substrat (31) anliegt und die 
Offnung (32) nach auBen f liissigkeitsdicht abschlieBt. 

8. Vorrichtung nach den Anspriichen 6 und 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Oberteil (51) unter Druck auBen an- dem 
Substrat (31) und das Unterteil (52) unter Druck an dem 
Oberteil (51) anliegt. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , daB 
zwischen Substrat (31) und Oberteil (51) und/oder zwischen 
Oberteil (51) und Unterteil (52) ein Dichtmittel (47) vor- 
gesehen ist. 
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10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , dai3 
das Dichtmittel (47) ausgewahlt ist aus der Gruppe: Sili- 
konpaste , Zwei-Komponenten-Elastomer , Polydiitiethylsiloxan- 
Elastomer . 

11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 in dem Unterteil (52) eine Kammer (53) 
vorgesehen ist, in die die Elektrode (43) hineinragt und 
ein erster Abschnitt (54) des Kontaktkanals (41) miindet. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daB 
in dem Oberteil (51) ein der Kammer (53) zugeordneter , die 
Kontaktspitze (37) durchsetzender , trichterf ormiger zwei- 
ter Abschnitt (55) des Kontaktkanals (41) angeordnet ist. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daiJ zwischen Oberteil (51) und Substrat (31) 
urn die Kontaktspitze (37) herum ein Ringraum (58) ausge- 
bildet ist, der auf das Unterteil (52) zuweisend einen 
Durchbruch (59) aufweist, der einem ersten Abschnitt (61) 
des Ansaugkanals (33) in dem Unterteil (51) zugeordnet 
ist . 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , daJ3 
der Ringraum (58) auf das Substrat (31) zuweisend mit ei- 
ner Membran (62) abgedichtet ist, in der ein die Kontakt- 
spitze (37) mit Abstand umgebender DurchlaB (63) vorgese- 
hen ist. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
die Membran (62) am Oberteil (51) befestigt ist. 
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16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 in die Fltissigkeit (14) im Bereich der 
Offnung (32) eine Ref erenzelektrode (44) hineinragt. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 16^ dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 auf dem Substrat (31) um die Offnung 
(32) herum eine funktionelle Beschichtung (35) als Mittel 
zur Immobilisierung der Zellen (11) vorgesehen ist. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet , daB 
die funktionelle Beschichtung ausgewahlt ist aus der Grup- 
pe: Polyanionen; Polykationen; Polyethylenimin; Antikorper 
gegen Zelloberf lachenmolekule wie Integrine (z.B. Fibro- 
nektin), oder Lektine; und magnet ische Beschichtung. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 18, gekenn- 
zeichnet durch eine Positioniereinheit (21), um eine Zelle 
(11) uber der Offnung (32) zu positionieren. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daii 
die Positioniereinheit (21) eine Laserpinzette umfafit. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
die Positioniereinheit (21) ein elektromagnetisches Feld 
auf baut . 

22. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
die Positioniereinheit (21) eine hydrodynamische Kraft er- 
zeugt . 
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23. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet / daJ3 das Substrat (31) in einem Stromungska- 
nal (16) angeordnet, vorzugsweise integraler Bestandteil 
einer Wandung eines Stromungskanals (16) ist, durch den 
die Fliissigkeit (14) mit definierter und/oder einstellba- 
rer Transportstromung (26) zu der Offnung (32) geleitet 
wird. 

24. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 23, gekenn- 
zeichnet durch eine Sensoreinheit (18), die auf einen Pa- 
rameter der Zellen (11) anspricht und eine Positionierein- 
heit (21) und/oder den Ansaugkanal (33) ansteuert. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet , dai3 
der Parameter ausgewahlt ist aus der Gruppe: optische Pa- 
rameter wie beispielsweise Fluoreszenz, Absorption, Refle- 
xion, Beugung, Brechung; geometrische Parameter wie bei- 
spielsweise GroBe, Lange, Durchmesser, Form; elektrische 
Parameter wie beispielsweise Kapazitat, Widerstand; und 
biologische, chemische, physikalische Zellparameter . 

26. Vorrichtung nach Anspruch 24 Oder 25, dadurch gekennzeich- 
net, dai3 die Sensoreinheit (18) stromaufwarts von der Off- 
nung (32) angeordnet ist. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet , daJ3 
stromaufwarts von der Offnung (32) eine Mikroperf usions- 
einheit (19) angeordnet ist, um eine immobilisierte Zelle 
(11) mit Testsubstanzen zu umspiilen. 
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28. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 21 , dadurch ge- 
kennzeichnet , daB sie zumindest teilweise in Mikrosystem- 
technik hergestellt ist. 

29. Verfahren zum elektrischen Kontaktieren von in einer Fliis- 
sigkeit (14) in Suspension befindlichen biologischen Zel- 
len (11) mit den Schritten: 

- Iininobilisieren einer Zelle (11) oberhalb einer in 
einem Substrat (31) vorgesehenen Offnung (32), vor- 
zugsweise durch Erzeugen eines hydrodynamischen Un- 
terdrucks , und 

- Kontaktieren der immobilisierten Zelle (11) iiber zu- 
mindest eine Elektrode (43), 

dadurch gekennzeichnet , daJ3 zum Kontaktieren der immobili- 
sierten Zelle (11) durch eine in die Offnung (32) ragende 
Kontaktspitze (37) hindurch auf eine Zellmembran (39) der 
Zellen (11) ein hydrodynamischer Unterdruck ausgeiibt wird, 
wobei die Elektrode (43) durch die Kontaktspitze (37) hin- 
durch mit der Zelle (11) elektrisch in Kontakt gelangt, 
und durch die Immobilisierung ein Druck der Zelle (11) auf 
die Kontaktspitze (37) bewirkt wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet , daJ3 
vor jedem Kontaktieren die Kontaktspitze (37, 23) ausge- 
tauscht wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 29 und 30, dadurch gekennzeichnet , 
dafl die Flussigkeit (14) mit einstellbarer Transportstro- 
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mung (26) durch einen Stromungskanal (16) zu der Offnung 
(32) geleitet wird. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 bis 31, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 die Zelle (11) durch Anhaften an einer 
f unktionellen Beschichtung (35) immobilisiert wird, die uiti 
die Offnung (32) herum auf dem Substrat (31) angeordnet 
ist . 

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 bis 32, dadurch ge- 
kennzeichnet , daJ3 die Zelle (11) durch eine Positio- 
niereinheit (21) uber der Offnung (32) positioniert wird. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet , dai3 
vor dem Positionieren einer Zelle (11) ein Parameter der 
Zelle (11) gemessen und in Abhangigkeit von dem Parameter 
die Zelle (11) fur die Positionierung ausgewahlt wird. 

35. Verfahren nach Anspruch 32 und 33, dadurch gekennzeichnet , 
daJ3 eine Zelle (11) dadurch selektiert wird, daB sie mit- 
tels der Positioniereinheit (21) auf der f unktionellen Be- 
schichtung (35) positioniert und dann von der Positio- 
niereinheit (21) freigegeben wird, so daJ3 nur Zellen immo- 
bilisiert bleiben, die auf die funktionelle Beschichtung 
(35) ansprechen. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zelle zusatzlich zu der f unktionellen Beschichtung 
(35) durch hydrodynamischen Unterdruck immobilisiert wird. 
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37. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 bis 36, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB die Zelle von der Offnung (32) entfernt 
wird, indeiu der zur Immobilisierung angelegte Unterdruck 
zu einem Uberdruck aufgebaut wird. 
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